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功能进行了研究。在文昌鱼 Hh基因翻译起始位点下游附近选取 TALEN目标位点，根据此序列组装相应 TALEN
重组质粒，体外合成 mRNA，向未受精卵注射 mRNA后，经体外受精获得 F0代胚胎。效率分析显示，靶向该
基因的 TALEN mRNA可导致 F0代胚胎在相应基因组区域发生突变的比例为 34%。对部分 F0个体所产配子筛
查发现，TALEN引起的突变可进入配子，将其中 1尾突变类型为 8 bp缺失的雄性个体与野生型雌性配对获得
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Abstract:  The amphioxus is a promising animal model for evolutionary-developmental studies due to its key posi-
tion on the animal phylogenetic tree. In the present study, we reported a genetically modified amphioxus strain on the 
Hedgehog (Hh) gene locus using the TALEN method. The result showed that our TALEN pair injection could bring 
about 34% mutations in the amphioxus Hh coding region. Further analysis on the F0 gametic DNA revealed that the 
mutations had entered into gametes. So, we paired one F0 male carrying an 8 bp deletion with a wild-type (WT) fe-
male, and carefully nursed the F1 embryos up to adulthood. We then screened F1 individually via analyzing their ge-
nomic DNA from a tiny tail tip, and obtained eight heterozygous mutants from the F1 offspring. Moreover, our ob-
servation on the F2 embryos generated by mating F1 mutants also revealed that about 25% of early larvae developed 
aberrantly with head and tail curving ventrally, agenesis of the mesoblastic tissue under their anterior notochord, and 
no mouth opening. With the larva growth, deformities (such as twist of head and tail, mouth absent, ventrally loca-
lized endostyle and gill slits) became more severe, and eventually those malformed larvae died due to no food intake. 
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Genetic analysis showed that all these deformed embryos were homozygous mutants and the ratio of Hh hetorozy-
gotes vs WT agreed with Mondel's law. WT amphioxus larvae are asymmetric with the mouth on the left and gill slits 
on the right side. However, the homozygous mutant larvae became left-right symmetric with the gill slits on the ven-
tral side, indicating a conserved role of Hedgehog signaling in establishing the left-right embryonic axis. 





别是 Shh(sonic hedgehog)、Ihh(indian hedgehog)和
Dhh(desert hedgehog)，其中 Shh在脊椎动物各类群
中都非常保守，其功能也最重要。在胚胎发育过程


































1  材料和方法 
1.1  实验动物 
按照本实验室之前的报道[10]，将引种来的佛罗
里达文昌鱼 (Branchiostoma floridae)饲养在方形塑





1.2  TALEN质粒构建与显微注射 
利用 TALEN技术敲除文昌鱼 Hh基因，参考文
献[12]并按以下原则选择目标位点：(1)识别靶点序
列通常在 16~20 bp，左右靶点间隔序列在 14~20 bp；
(2)识别靶点序列前的 1个碱基为 T；(3)识别靶点序
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成 mRNA。将成对的 TALEN mRNA(约 200 ng/μL)、
甘油 (100%)、德克萨斯红荧光染料 (5 mg/mL)以
3.5:1:0.5体积比混合，其中荧光染料用于指示mRNA
注射进入卵子，按照本实验室已建立的显微注射方










1.3  突变效率检测 
待胚胎发育至神经胚晚中期，在注射组和对照
组中分别取约 200枚胚胎，放于 1.5 mL塑料离心管
中，用酚氯仿法提取基因组 DNA用作 PCR扩增模
板。PCR 引物设计分别位于左、右靶点的上游和下









1.4  突变体筛选 
1.4.1  F0代培养及配子筛选 











体在 22℃低温中养殖 10 d 以上，再于 27℃高温中
热激 24 h，之后将每一个个体单独置于 250 mL的一
次性塑料杯中，熄灯后(文昌鱼在黑暗条件下产卵)





























深色的 3 L 塑料小桶里，放回鱼房中正常饲养，适
当加强饵料投喂，待其性腺发育成熟。 
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2  结果与分析 











2.2  F0代的配子筛选结果 
F0代群体生长发育成熟后，逐尾诱导获取配子。
用 PCR-酶切方法检测了 11 尾 F0所产配子，其中雄




图 1  Hh TALEN文昌鱼胚胎 DNA扩增产物的 BsrGⅠ
酶切结果 
M: DL2000 marker；1：未注射的对照组；2：TALEN mRNA注射组。
在突变，将未能切开的 DNA片段经克隆测序验证，
结果显示测序的 3个克隆均为 8 bp缺失突变(图 2)。 
2.3  F1代亚成体的检测 
将 F0代 10号雄性个体与野生型雌性个体杂交，
得到携带 8 bp缺失突变的 F1代群体。F1代群体生长
至亚成体(体长约 2 cm)时，即可逐尾检测个体的 Hh
基因是否突变。共检测了 176 尾，结果有 8 尾携带
突变基因，突变类型与 F0代 10 号雄性个体的配子
相同(图 3)。 
2.4  F2代纯合突变体鉴定 
将 F1 代杂合子相互配对，获得 F2 代群体。在
F2代幼体早期(受精后约 30 h)群体中观察到一些尾
部弯曲畸形幼体(图 4B)，于是挑取约 200 枚此种畸
形的幼体混合为一组提基因组 DNA，同时还从 F2















体，结果显示，在随机检测的 71 尾中，杂合子 46







图 2  以 F0代 10号个体所产配子 DNA为模板的 PCR产物酶切和测序检测结果 
A：酶切结果。M：DL2000 marker；1：未经酶切的 PCR产物；2：PCR产物酶切后。B：测序结果。阴影部分为 TALEN的左(Hh-Fw)、
右(Hh-Rv)臂靶位点序列；斜体字母代表 BsrGⅠ的酶切位点；WT：野生型序列；8 bp：缺失 8 bp；×3：测了 3个克隆的序列。 
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图 3  F1代 Hh基因缺失突变检测结果 
A：部分 PCR-酶切检测的琼脂糖凝胶电泳图。M1：DL2000 marker；M2：DNA marker Ⅴ；PCR：未酶切的 PCR产物；图中箭头指
示未切开条带，表明这一个体携带突变基因。B：对 8尾检测出基因突变个体的测序验证结果。WT：野生型序列；8：缺失 8 bp；×2：




图 4  F2代幼体形态及基因型检测 
A：外部形态正常的幼体；B：尾部弯曲畸形的幼体；* 表示口；pp：口前窝(Pre-oral pit)；gs：鰓裂(Gill slit)；标尺为 100 μm。C：A图
和 B图中个体的基因型检测结果；M：DL2000 marker；1：外部形态正常幼体组；2：尾部弯曲畸形幼体组；3：未酶切的 PCR产物。 
 





1 150 101 29 3.48:1 
2 150 106 33 3.21:1 
3 150 98 31 3.16:1 
个体是 Hh基因 8 bp缺失突变纯合子。 
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pp：口前窝(Pre-oral pit)，gs：鰓裂(Gill slit)，I和 J图标尺为 50 μm，其余图中标尺为 100 μm。 
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利影响，从而降低了杂合子存活率。(2)另一种可能是
TALEN的副作用，但 TALEN mRNA注射后的化学
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